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1 要約 
腫瘍微小環境は様々なヒトの腫瘍において重要な役割を果たしている。しかし、
悪性腫瘍と比較して、良性腫瘍の腫瘍微小環境、特にホルモン産生を示す内分泌腫
瘍の腫瘍微小環境についてはほとんど検討がなされていない。そこで本研究では、
自律性にホルモン産生を示す副腎皮質腺腫の腫瘍微小環境について初めて検討を
行った。 
対象としては 21 例のコルチゾール産生腺腫  (cortisol-producing adrenocortical 
adenoma: CPA) と 13 例のアルドステロン産生腺腫  (aldosterone-producing 
adrenocortical adenoma: APA) であり、各々病理組織学的検討を行った。定量的組織
学的検討の結果、腫瘍内の免疫細胞浸潤が APA と比較して CPA で有意に顕著で
あることが明らかになった。次に、この免疫細胞を誘導する因子を探索する目的で、
APA と  CPA のサイトカインおよびケモカインの発現動態を  polymerase chain 
reaction (PCR) array を用いて網羅的に比較検討した。この結果に基づいて施行した 
quantitative PCR と免疫組織化学的解析により、血管新生を誘導するケモカインと
して知られている、C-X-C motif chemokine ligand (CXCL) 1 および CXCL2 が、APA 
よりも CPA で有意に高発現していることが確認された。これらのケモカインの作
用と関連して、CPA と APA の血管密度を評価したところ、APA と比較して顕性
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クッシング症候群を示す CPA で血管密度が有意に高かった。興味深いことに、
CXCL12 陽性を示す血管が主に CPA で認められ、腫瘍内に浸潤する免疫細胞は 
CXCL12 のレセプターである C-X-C motif chemokine receptor 4 (CXCR4) 陽性であ
った。以上の結果から、CPA 内の免疫細胞浸潤に CXCL12-CXCR4 シグナルが関与
していることが示唆された。さらに、CPA 内の免疫細胞浸潤の誘因を探索するため
に、CPA 内の過剰のコルチゾールにより腫瘍細胞の細胞老化が誘導されているの
ではないかという仮説を立て検証を試みた。その結果、細胞老化のマーカーである 
p16 と p21 陽性を示す腫瘍細胞は、APA よりも CPA で有意に多数検出された。
加えて、凍結切片を用いて検討した 5 例の CPA 全例で、腫瘍細胞は老化マーカー
として最も広く用いられている senescence-associated β-galactosidase に陽性であ
った。 以上のことから、腫瘍局所の過剰のコルチゾールに対する暴露が、腫瘍細
胞自身の細胞老化を誘導し、CPA の特徴的な腫瘍微小環境の形成に重要な役割を
果たしている可能性が示された。 
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2 研究背景 
近年、腫瘍微小環境は様々なヒトの悪性腫瘍において、腫瘍の発育、進展などに
重要であることが報告されており、治療標的の可能性としても注目され、大きな関
心を集めている 1)。腫瘍微小環境は、実質部すなわち腫瘍そのものと、細胞外基質
を伴う間質細胞成分から構成される。これらの構成成分のうち、サイトカインやケ
モカインを含む免疫機構は、腫瘍発生と抗腫瘍反応に関わる最も重要な要素の 1 
つと位置付けられている 1)。しかし、悪性腫瘍と比較して良性腫瘍における腫瘍微
小環境の検討はほとんど報告されておらず、特に免疫機構に影響を及ぼすホルモン
産生を示す内分泌腫瘍の微小環境についてはほとんど知られていないのが現状で
ある。 
	 副腎皮質腺腫は、副腎皮質原発の良性腫瘍の最も代表的なものであり 2)、ホルモ
ン産生の有無により、非機能性と機能性とに分類される。機能性腺腫のうち、アル
ドステロン産生腺腫 (aldosterone-producing adenoma: APA) とコルチゾール産生腺
腫 (cortisol-producing adenoma: CPA) とが、2 つの主な亜型である 2)。機能性副腎皮
質腺腫が産生するステロイドは局所と全身の免疫に非常に大きな影響を与えるこ
とが知られている 3, 4)。糖質コルチコイドも強力な抗炎症作用を有することが知ら
れており、種々の炎症状態を制御する薬剤として広く用いられている 3)。また、ア
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ルドステロンも一部免疫作用の調節に関わることが報告されており、過剰のアルド
ステロンは心臓や血管、腎臓に対して直接的な臓器障害を起こしうる 4)。以上より、
機能性副腎皮質腺腫は，免疫調節作用を有する高濃度のステロイドに最も恒常的に
暴露されやすい場所であるが、その腫瘍微小環境、特に腫瘍の免疫に与える影響と
いうものは全く検討されてきていない。副腎皮質腺腫では、腫瘍内のマクロファー
ジやリンパ球の浸潤が報告されている 5, 6)。さらに、肥満細胞の高度の浸潤を伴う 
APA 症例の報告もある 7, 8)。しかし、これらの研究報告は症例報告を主体とする少
数例での検討であり、既報告の文献を検索した限り、免疫細胞についての詳細な検
討、すなわち、その頻度や分泌されるステロイドとの関連については全く行われて
いない。 
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3 研究目的 
上述のごとく、良性腫瘍、特にホルモン産生を示す内分泌腫瘍の微小環境につい
てはほとんど明らかになっていない。機能性副腎皮質腺腫は、腫瘍微小環境の構成
要素のうちでも重要な免疫機構に対して大きな影響を与えるホルモンを産生して
いる。この点で、機能性副腎皮質腺腫の組織微小環境と腫瘍細胞自身が産生するホ
ルモンとの関係性は非常に興味深い。したがって、本研究では、APA と CPA を含
むホルモン自律産生性の副腎皮質腺腫の腫瘍微小環境について、特に腫瘍内の免疫
細胞浸潤に着目して、初めて検討することとした。 
また、元来 APA と CPA を腫瘍の病理組織学的特徴から区別するのは難しく、内
分泌学的機能検査や付随副腎の形態学的変化  (APA では球状層の  paradoxical 
hyperplasia、CPA では束状層と網状層の萎縮) に基づいて診断されている 9)。今回、
APA と CPA の腫瘍微小環境に焦点を当てることで、病理組織診断の一助となりう
る新たな所見を見出すことも同時に研究目的とした。 
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4 研究方法 
1) 対象症例 
2011 年から 2015 年までの期間に東北大学病院で外科的に切除された CPA 
と APA のうち、凍結検体が保管されていた連続症例を対象とした。切除され
た副腎検体は速やかに 10% ホルマリンで固定し、パラフィン包埋ブロックを
作製した。検体の一部は、検体採取直後に液体窒素により急速凍結し、-80°C
のディープフリーザーで保存した。21 例の CPA (臨床的に顕性クッシング症候
群と診断された症例が 13 例、サブクリニカルクッシング症候群と診断された
症例が 8 例含まれる) と 13 例の APA を用いて、免疫組織化学と quantitative 
polymerase chain reaction (PCR) による解析を行った。凍結検体のうち、3 例の 
APA と 3 例の CPA を無作為に選択し、PCR array 解析を行った。腫瘍の病理
組織学的診断は、既報告に準じた 10, 11)。検討した症例の臨床病理学的特徴を表 
1 に示す。また、腫瘍組織内に浸潤している免疫細胞の性状について解析する
ために、上記の症例群とは別に腫瘍内への免疫細胞浸潤が特に豊富な CPA 症
例を抽出し、検討を行った。1999 年から 2015 年に外科的に切除された CPA 
症例 83 例を再評価し、腫瘍内免疫細胞浸潤の豊富な 21 例について免疫組織
化学的検討を施行した。Senescence associated β-galactosidase (SA-β-gal) の染
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色には、腫瘍部を大きく採取して OCT コンパウンドで包埋して凍結保存して
いた各々 5 例の APA と CPA 検体を用いた。 
本研究にあたってはヘルシンキ宣言―ヒトを対象とする医学研究の倫理的原 
則を遵守し、全症例において術前に患者の同意を得ている。また、全ての検体
の使用・研究に関しては、東北大学医学系研究科倫理委員会の承認を得ている 
(受付番号: 2015-1-651)。本研究について開示すべき利益相反事項はない。 
	 	 	  
2) 病理組織学的および免疫組織化学的解析 
(i) 染色方法 
ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックを 3 μm に薄切し、Hematoxylin 
and eosin (H&E) 染色と免疫染色を行った。 
免疫染色は、ヒストファイン SAB-PO kit (Nichirei, Tokyo, Japan) を使用
し、ビオチン-ストレプトアビジン法により実施した。本研究に用いた一次
抗体を表 2 に示す。まず、組織切片をキシレンおよびエタノールで脱パラ
フィンと脱水を行った後、抗原賦活処理を施行した。Phosphate-buffered 
saline (PBS) で洗浄した後、10% 正常ウサギ血清	 (Nichirei) に 30 分間室
温で反応させ、非特異的抗体阻止を行った。それぞれの一次抗体と 4 °C 
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で一晩反応させた。翌日、PBS で洗浄後、0.3% 過酸化水素を含むメタノー
ルに 30 分間浸し、内因性ペルオキシダーゼ活性を阻止し、さらに PBS で
洗浄後に、二次抗体 (mouse monoclonal 抗体に対してはビオチン標識抗マウ
ス IgG + IgA + IgM 抗体、goat polyclonal 抗体に対してはビオチン標識抗ヤ
ギ IgG 抗体 ，いずれも Nichirei) を 30 分間室温で反応させた。続けて 
PBS 洗浄の後、ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン (Nichirei) に 
30 分間室温で反応させ、さらに  PBS で洗浄した。その後、 3,3'-
diaminobenzidine (1 mmol/L、in 50 mol/L Tris-HCl buffer、 pH7.6、0.006% 
hydrogen peroxidase) で発色し、ヘマトキシリンによる核染、エタノール脱
水処理、キシレン透徹、封入を行った。 
(ii) 腫瘍内免疫細胞浸潤の評価 
免疫細胞浸潤の状態を定量的に評価するために、 ”HALO TM Area 
Quantification ver. 1.0” program (Indica laboratories, Corrales, NM) を用い、H&E 
染色標本における全腫瘍面積に対して免疫細胞浸潤が占める面積の割合を
定量的に算出し解析した 12)。 
(iii) CPA 内に浸潤する免疫細胞の特徴 
CPA 内に浸潤する免疫細胞の特徴をより正確に検討するために、主解析
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のコホートとは別に抽出した免疫細胞浸潤の比較的豊富な CPA 21 例に対
して施行した CD20、CD3、CD4、CD8、Foxp3、CD68 の免疫染色について
は、浸潤している免疫細胞 1000 細胞中の陽性細胞数として評価した。 
(iv) C-X-C motif chemokine ligand 1 (CXCL1) と CXCL2 の発現解析 
	 CXCL1 と CXCL2 の染色性については、細胞質の染色性について H-
score13) を用いて評価した。具体的には、陽性細胞を染色強度により、染色
なし (0)、弱陽性 (1+)、中等度陽性 (2+)、強陽性 (3+) に分類し、それぞれ
の陽性細胞の割合 (%) と乗じて、その合計 (0-300) を算出した 13)。この染
色性の評価については、2 人の観察者が各々独立して行った。 
(v) 腫瘍内の微小血管の評価 
腫瘍内の微小血管については、血管内皮細胞に特異的に陽性となる CD31 
を用いて行った。免疫組織化学を施行した標本に対して、前述の ”HALO 
TM Area Quantification ver. 1.0” program を用い、腫瘍全体の面積に対する陽
性面積割合 (%) として判定した。一般的に血管密度を評価する際には、低
倍率で高血管密度の領域を抽出し、高倍率で血管数を計測する方法が用い
られているが 14)、副腎腫瘍内では網目状に相互に交通した類洞構造が一つ
の特徴であるため、血管数を個別に計測するのは困難であり、血管内皮細
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胞の陽性面積として算出した。なお、この方法では血管径や血管腔の面積
は測定しておらず、blood volume の評価とは異なっている。 
(vi) CXCL12 とそのレセプターである CXCR4 の発現解析 
免疫組織化学的に、CXCL12 は腫瘍内の血管に陽性所見を示し、前述の微
小血管の評価に準じて解析した。C-X-C motif chemokine receptor 4 (CXCR4) 
の染色性については、CPA 内に浸潤する免疫細胞の評価と同様に、免疫細
胞 1000 細胞中の陽性細胞数として計測した。 
(vii) 細胞老化マーカーの評価 
本研究では細胞老化を評価するために、p16 と p21 を用いた (細胞老化の
誘導機構における p16 と p21 の位置付けについては図 10 に模式図を示し
た)。p16 と p21 の染色性は腫瘍の部位により陽性率の差が大きかった、す
なわち intratumoral heterogeneity が顕著であったため、全体の平均ではなく、
ホットスポットで算出した値の平均を評価した。低倍率 (×40) で標本の全
域から 5 箇所のホットスポットを選択し、高倍率 (×200 ) で陽性細胞の
計測を行い、標識率を算出した。 
 
3) PCR array と quantitative PCR 解析 
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炎症性細胞の動員に関わると報告されている 84 個の遺伝子の messenger 
RNA (mRNA) の発現動態について、各々 3 例の APA と CPA を用いて、RT2 
Profiler PCR array “Human Cancer Inflammation & Immunity Crosstalk” (Qiagen, 
Hilden, Germany; PAHS-181Z) によって網羅的に比較した。凍結組織からの total 
RNA の抽出は	 RNeasy Mini Kit (Qiagen) を用いて行い、続けて  RT2 First 
Strand Kit (Qiagen) により cDNA の合成を行った。PCR 反応には ABI 7500 
(Applied Biosystems, Forster City, CA) を使用し、結果の解析には Data Analysis 
Center (http://www.qiagen.com/jp/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-
overview-page/) を利用した。PCR array の結果に基づき、RT2 Quantitative PCR 
(qPCR) Primer Assay (Qiagen) と  ABI 7500 を用いて、quantitative real-time 
reverse-transcription PCR を行った。使用したプライマーは、CXCL1 (PPH00696C)、
CXCL2 (PPH00552F)、CXCL12 (PPH00528B)、RPLP0 (PPH21138F2) (全て Qiagen) 
であり、RPLP0 をハウスキーピング遺伝子として使用した。 
 
4) SA-β-gal 染色 
Senescence detection kit (Abcam, Cambridge, MA) を用いて、細胞老化を検出す
る手段として最も広く用いられている方法の 1 つである SA-β-gal 活性 15) を
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測定した。まず、OCT コンパウンド (Sakura, Tokyo, Japan) に包埋された腫瘍
の凍結検体を 4 μm の厚さに薄切し、スライドガラスに載せ、1% ホルマリン
溶液で 1 分固定し、PBS で洗浄した後、β-Gal Staining Solution Mix とともに 
37°C で一晩反応させた。核染色には nuclear fast red を用いた。 
 
5) 統計学的解析 
全ての統計学的解析には JMP Pro 12.2.0 (SAS Institute, Japan, Tokyo) を使用し
た。組織学的評価および免疫組織化学、qPCR の結果は Mann-Whitney U test を
用いて検討した。また、相関については、Spearman rank-order correlation を用い
た。P 値が 0.05 未満の場合を統計学的に有意差ありと判断した。 
  
 15 
5 研究結果 
1) 腫瘍内免疫細胞浸潤の評価 
APA の腫瘍組織内では、免疫細胞浸潤はわずかに見られるか、全く認められ
なかった (図 1A)。一方、CPA においては、比較的多数の免疫細胞浸潤が認め
られた (図 1B)。腫瘍面積に対する免疫細胞浸潤の面積が占める割合を比較し
たところ、APA に比して  CPA で有意に大きいことが明らかになった  (P 
< .0001, 図 1C)。 
 
2) CPA 内に浸潤する免疫細胞の特徴 
	 主解析のコホートとは別に、1999 年から 2015 年に外科的に切除された 
CPA 83 症例の H&E 標本を形態学的に再評価したところ、様々な程度の腫瘍
内免疫細胞浸潤が 61 例 (73.5%) に認められた。好中球や形質細胞はほとんど
認められなかった (図 2A)。免疫組織化学により浸潤する細胞の種類について
検討した結果、浸潤する細胞では CD20 陽性の B リンパ球、CD3 陽性の T 
リンパ球、CD68 陽性の組織球が混在していた (図 2B−D)。これらの細胞の中
では、T 細胞が優勢であった (図 2H)。CD4 陽性細胞と CD8 陽性細胞では 
CD4 陽性細胞がやや多い傾向にあった (図 2E、2F、2H)。CD4 陽性 T 細胞の
 16 
うち、腫瘍免疫で重要な役割を果たす 16) Foxp3 陽性の regulatory T 細胞 (Treg) 
はごく少数であった。 
 
3) PCR array 解析 
サイトカインとケモカインの量は、生体内での制御促進性と抗腫瘍性の免疫
反応の均衡を変化させ、リンパ球浸潤の過程に深く関わることが報告されてい
る 1, 17)。したがって、APA と CPA の腫瘍内免疫細胞浸潤の差異の原因を探る
ために、腫瘍細胞と炎症・免疫のメディエーターとの間の相互作用を媒介に関
与する 84 の遺伝子の mRNA の発現動態について、PCR array を用いて評価し
た。図 3 に PCR array 解析の結果を散布図として示す。また、APA と比較し
て CPA で高発現していた遺伝子群および 低発現していた遺伝子群を表 3 に
示す。CXCL1 (fold change of 34.34、P = .0052)、CXCL2 (10.94、P = .021)、CXCL5 
(5.40、P = .0029) の mRNA は、APA と比較して CPA で有意に高発現していた。
また、CXCL12 も有意差はないものの、CPA で高発現していた (3.88、P = .1908)。
CPA で有意に低発現していた遺伝子群を以下に示す: GBP1 (guanylate binding 
protein 1、 interferon inducible; −2.57、P = .0071)、IFNG (interferon gamma; −6.51、
P = .0148)、STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1、91 kDa; −2.49、
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P = .0107)、TLR3 (Toll-like receptor 3; −2.29、P = .0081)、TNFSF10 (tumor necrosis 
factor ligand superfamily、member 10; −9.01、P = .0112)。 
 
4) CXCL1 と CXCL2 の発現解析 
次に、PCR array で統計学的に有意に高発現していた遺伝子群について、症例
数を増やして qPCR により mRNA の発現量の解析を行った。しかし、CXCL5 
の mRNA の発現量は非常に低く、比較は困難であった。よって、CXCL1 と 
CXCL2 の mRNA の発現量について、CPA 18 例、APA 10 例を用いて検討した。
CXCL1 および CXCL2 の mRNA の発現量はいずれも、APA と比較して CPA 
で有意に高値であった (それぞれ P = .0329、P = .0176、図 4A、4B)。次に、免
疫組織化学によりタンパク発現について検討した。CXCL1 と CXCL2 は腫瘍
細胞の細胞質に局在していた。APA では非常に弱い染色性があるか、染色性が
認められなかったが (図 4C、4E)、CPA では部分的あるいはびまん性の陽性を
示した (図 4D、4F)。CXCL1 と CXCL2 の H-score は APA に比して CPA で
有意に高値であった (それぞれ P < .0001、P < .0001、図 4G、4H)。CXCL1 お
よび CXCL2 の mRNA と H-score の間には弱い相関傾向が認められた (そ
れぞれ R = 0.4127 (P = .0324)、R = 0.3596 (P = .0654) )。 
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5) 腫瘍内の微小血管の評価 
PCR array 解析により CPA で高発現していることが明らかになった CXCL1、
CXCL2、CXCL5 はいずれも ELR モチーフを有するケモカインであり、血管
新生作用を促進する重要な役割を果たしていることが報告されている 18)。そこ
で、これらの因子が副腎皮質腺腫内で血管新生に関わっているかどうか推定す
るため、APA と CPA の腫瘍内の血管密度を評価することにした。その結果、
CD31 陽性面積 (図 5A) は APA と CPA で有意差は認められなかったが (P 
= .1242、図 5B)、顕性クッシング症候群を示す CPA 症例では、サブクリニカ
ルクッシング症候群症例や  APA 症例と比較して有意に高値を示した  (P 
= .0112、P=.0114、図 5C)。CD31 陽性面積と血中コルチゾール濃度には弱い相
関関係が認められた (R = 0.3600, P = .0430)。また、CXCL1 および CXCL2 の 
H-score と血中コルチゾール濃度にも弱い相関があり (それぞれ R = 0.3366 (P 
= .0554)、R = 0.4367 (P = .0110))、さらに CXCL1 および CXCL2 の H-score と 
CD31 陽性面積の間にも有意な正の相関関係が認められた  (それぞれ R = 
0.4205 (P = .0166)、R = 0.4985 (P = .0037))。 
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6) CXCL12 とそのレセプターである CXCR4 の発現解析 
	 次に、PCR array 解析で有意差はなかったものの、 CPA で高発現傾向が見ら
れた CXCL12 の発現動態につき、免疫細胞の遊走過程との関連について検討し
た。CXCL12 の mRNA の発現量は CPA と APA で有意な差は認められなかっ
た (P =.8293)。免疫組織化学での検討では、CXCL12 は腫瘍内の血管に限局し
ていた (図 6A)。CXCL12 陽性面積は APA と比較して CPA で有意に大きく 
(図 6B)、腫瘍内の免疫細胞浸潤の面積と有意に相関していた (R = 0.6573、P 
< .0001、図 6C)。さらに、CXCL12 のレセプターである CXCR4 について免疫
組織化学的に検討したところ、CXCR4 はリンパ球で発現が認められた (図 6D)。
CXCR4 陽性リンパ球は CPA 内に浸潤する免疫細胞の約 40% に相当し、浸潤
する T 細胞と同程度の数を示した (図 6E)。以上の結果は、CPA の腫瘍内免疫
細胞浸潤の過程に CXCL12-CXCR4 シグナルが関与することを示唆した。 
 
7) 細胞老化マーカーの評価 
	 最後に、腫瘍内の過剰のコルチゾールにより細胞が障害された結果、腫瘍組
織内に免疫細胞が誘引されているのではないかと仮説を立て、細胞老化の状態
について評価することにした。細胞老化は、一般的には様々な有害刺激により
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引き起こされる不可逆的な細胞増殖停止の状態と考えられており 19)、老化細胞
は senescence-associated secretory phenotype (SASP) という現象を示すとされ、結
果的に老化細胞自身の免疫監視機構による認識・排除につながるものと考えら
れている 20-22)。さらに、過剰のコルチゾールは DNA 障害を引き起こし 23, 24)、
細胞老化を誘導しうることが報告されている 25)。したがって、CPA 内の免疫細
胞浸潤は過剰のコルチゾールにより生じた老化腫瘍細胞が免疫監視機構によ
り認識・除去される過程をみているのではないかと仮説を立てた。p16 と p21 
はいずれも、サイクリン依存性キナーゼ (cyclin-dependent kinase: CDK) 阻害因
子であり、細胞老化のマーカーとして広く用いられている 27, 28) (図 10)。これら
は腫瘍細胞の一部に陽性を示した (図 7A、7B)。p16 は細胞質および核に陽性
で、p21 は核にのみ陽性であった (図 7A、7B)。いずれのマーカーについても、
標識率は APA と比して CPA で有意に高率であった (それぞれ P = .0034、P 
= .0002、図 7C)。CPA の腫瘍細胞では、時に細胞質内に茶色の色素顆粒である
リポフスチンの含有が認められた 2) (図 7D)。リポフスチンは細胞老化の結果
を示すと考えられている 29)。SA-β-gal 染色では、APA は多くは陰性で、1 例
で中等度の陽性像が部分的に認められた一方、CPA では全例で中等度から高度
の陽性像が認められた (図 8)。 
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6 考察 
	 本研究では、機能性すなわちホルモン産生性の副腎皮質腺腫の腫瘍微小環境につ
いて、特に腫瘍内の免疫細胞浸潤に着目して検討を行った。今回の検討により、(1) 
CPA では APA と比較して有意に豊富な腫瘍内免疫細胞浸潤が認められること; 
(2) 血管新生作用を有するケモカインである CXCL1 および CXCL2 が CPA で有
意に高発現しており、顕性クッシング症候群を示す CPA で血管密度が高いこと; 
(3) CXCL12-CXCR4 シグナルが CPA 内での免疫細胞の集簇過程に関与している
可能性があること; (4) CPA の腫瘍細胞の細胞老化が腫瘍内免疫細胞浸潤の誘因に
なっている可能性があること、を初めて明らかにした。 
	 副腎皮質腫瘍内に組織球やリンパ球、肥満細胞が浸潤することは、形態学的に検
討され、報告されているが 3-5)、機能性副腎皮質腺腫内に浸潤する免疫細胞の詳細
について検討したのは本研究が初めてである。今回の検討で、APA と比較して、
CPA で有意に多数の免疫細胞が浸潤していることを定量的に明らかにした。この
ことから、腫瘍内免疫細胞浸潤の状態は、腫瘍が産生するステロイドホルモンの種
類によって異なることが示唆された。APA と CPA の病理組織学的診断は、腫瘍細
胞の形態学的所見から判断することは困難であることが従来から指摘されており、
内分泌学的機能検査や付随副腎の形態学的変化 (APA では球状層の paradoxical 
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hyperplasia、CPA では束状層と網状層の萎縮) に基づいて行われているのが現状で
ある 9)。今回、両者の間には免疫細胞浸潤の寡多に差異があることが明らかになり、
術前に内分泌学的機能検査が十分に行われていない場合などに、病理組織診断を行
う際の参考となりうる有用な知見を示すことができたと考える。 
	 次に、CPA 内の免疫細胞浸潤の誘導に関わりうるサイトカインやケモカインの
発現動態について評価した 1, 17)。PCR array 解析の結果、CPA で有意に高発現して
いた遺伝子、CXCL1、CXCL2、CXCL5 は全て ELR モチーフを有するケモカインで
あった。これらのケモカインは好中球遊走因子としての作用だけでなく、血管新生
においても重要な役割を果たすことが報告されている 18)。しかし、今回の検討では、
CPA 内に好中球の浸潤はほとんど認められず、これらのケモカインは好中球遊走
因子として作用しているわけではないことが示唆された。したがって、これらのケ
モカインが血管新生に関わる因子として作用しているかどうか検討するために、腫
瘍内の血管密度を定量的に評価した。その結果、顕性クッシング症候群を示す CPA 
では、APA とサブクリニカルクッシング症候群に伴う CPA と比較して、有意に血
管内皮マーカーである CD31 で評価した血管面積が広いことが明らかになった。
CD31 陽性面積と血中コルチゾール濃度、CXCL1 および CXCL2 の発現量には正
の相関関係があったことから、コルチゾールと血管新生作用を有するケモカインの
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発現、血管密度の間に相互関係があることが示唆された。一方で、既報告では、APA 
は CPA に比して相対的に血管密度が高いことが示されている 29)。さらに、別の血
管内皮マーカーである CD34 で評価した血管密度と血漿アルドステロン濃度は正
の相関を示すことも報告されている 29)。本研究では、内皮細胞マーカーとして最も
感度・特異度が高いと報告されている CD31 を一次抗体として用いて血管密度を
評価した 30)。CD34 も内皮細胞マーカーとして広く用いられてはいるものの、造血
幹細胞や線維芽細胞などでも陽性所見を停止、特異度としては劣ることが指摘され
ている 30)。本研究のように、標本全体を画像解析で評価する場合、特異度の違いは
決して無視できない影響を与える可能性が考えられ、今回は血管内皮マーカーとし
て CD31 を選択した。したがって、本研究と既報告との結果の違いは、用いた抗体
の感度・特異度の違いと、評価方法の違い (既報告では手動で計測しており、本研
究ではデジタル画像解析を用いている) からきている可能性が考えられるが、今後
さらなる検討が必要である。 
	 CXCL12 は骨髄由来の間質細胞から発見されたケモカインで、ほぼ全ての間質細
胞に発現しており、そのレセプターである CXCR4 は主に B リンパ球や T リン
パ球、その他の造血細胞、内皮細胞、様々な腫瘍細胞に発現している 31, 32)。CXCL12-
CXCR4 シグナルは炎症反応や血管新生、組織恒常性の維持、腫瘍の転移などで重
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要な役割を果たすことが報告されている 31, 32)。今回の検討で、CXCL12-CXCR4 シ
グナルが CPA 腫瘍組織内の免疫細胞浸潤に関わる可能性を示した。免疫組織化学
で CXCL12 の発現は血管に限局して認められ、腫瘍細胞にはその発現は認められ
なかった。このため、CXCL12 の mRNA とタンパクの発現の間に不一致が生じた
ものと考えられた。糖質コルチコイドであるコルチゾールは、T 細胞上に CXCR4 
の発現を誘導することで、T 細胞の遊走、特に循環血液中から骨髄への再分布に深
く関わっていることが報告されている 33)。したがって、CPA 患者における高濃度
の血中コルチゾールは、リンパ球の CXCR4 の発現を上昇させ、CPA の腫瘍組織
を含む CXCL12 を発現する場所へと移動させるのではないかと推定された。また、
CXCL12-CXCR4 シグナルは髄外造血巣の形成にも関与していることが報告されて
いる 32, 33)。このことは、CPA 内でしばしば形態学的に観察される、脂肪細胞と造血
細胞の集簇からなる、myelolipomatous metaplasia の形成に CXCL12-CXCR4 シグナ
ルが関与している可能性も示唆する 2)。脾臓の髄外造血巣の中でも CXCL12 陽性
血管の存在が示されている 35)が、その誘導機構はいまだに明らかになっていない。
CPA における CXCL12 陽性血管の誘導機構に関しても、今後の検討が必要である。 
	 細胞老化は不可逆的な細胞増殖停止の状態で、酸化ストレスやテロメアの機能異
常、DNA 障害、がん遺伝子の活性化などの、様々な有害な刺激により誘導される
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19)。さらに、老化細胞は炎症促進性の因子を産生、分泌することが明らかにされて
おり、この現象は SASP と呼ばれる 20, 21)。老化細胞はこの SASP を介して、老化
状態を維持したり、周囲の細胞に老化を誘導したり、老化細胞自体を除去するため
に免疫細胞を引き寄せるなど、周囲の微小環境に影響を与えると考えられている 19) 
(図 10)。本研究において、老化細胞のマーカーとして用いられる p16 および p21 
26, 27)が腫瘍細胞の一部で陽性となることが確認され、APA と比較して CPA で有意
に陽性細胞が多いことが明らかになった。老化細胞の検出の最も有用なマーカーで
ある SA-β-gal15)は、検討した CPA 全例で陽性であり、APA では陰性が主体であ
った。近年、リポフスチンが細胞老化を検出しうる新しいマーカーとして報告され
ている 28)。CPA の腫瘍細胞が細胞質内にリポフスチンを高頻度に含有することは
よく知られている 36)。加えて、マウスの線維芽細胞やヒトの乳癌細胞において、過
剰のコルチゾールは DNA 障害を引き起こす 23, 24)ことが報告されており、DNA 障
害は単独で細胞老化を誘導しうることも報告されている 25)。以上の所見から、CPA 
の腫瘍内では、過剰のコルチゾールにより腫瘍細胞自身の DNA 障害と引き続く細
胞老化が誘導されているのではないか、と予想された。SASP では、ナチュラルキ
ラー細胞や単球/組織球、T 細胞などの免疫細胞を遊走・活性化するケモカインが分
泌され、これらの免疫細胞は老化細胞自身を除去しうる 22)。今回 CPA 組織中で高
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発現していた CXCL1、CXCL2、CXCL5、CXCL12 はいずれも SASP 因子としてよ
く知られており、CPA の腫瘍細胞の老化の結果、発現誘導された可能性が示唆され
る 21)。 
	 以上の結果と文献的考察から考えられる CPA の微小環境についての仮説を図 
9 に示す。まず、腫瘍内の過剰のコルチゾールにより腫瘍細胞自身に DNA 障害と
細胞老化が誘導される。その結果、SASP として腫瘍細胞から血管新生作用を有す
るケモカインである CXCL1 と CXCL2 が分泌され、CXCL12 陽性血管を含む血管
新生が生じる。また、コルチゾールによりリンパ球上に CXCR4 の発現が誘導され、
CXCL12-CXCR4 シグナルにより CPA 内に免疫細胞が誘導されるのではないかと
考えられた。 
最後に腫瘍内に浸潤している免疫細胞の生物学的役割について考察する。免疫組
織化学による検討では、CPA 内に浸潤する細胞には、B リンパ球、T リンパ球、組
織球が含まれており、CD4 陽性の T 細胞が優勢な傾向にあった。マウスの老化肝
細胞モデルでは、CD4 陽性 T 細胞を介した獲得免疫応答により老化細胞の除去を
行うことが報告されており 37)、CPA においても CD4 陽性 T 細胞が老化した細胞
の除去に関わっている可能性が示唆された。しかし、これらの老化細胞の除去に関
わる免疫細胞は臓器や状況により異なっており、今後さらなる検討が必要である。 
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	 以上、本研究では CPA の腫瘍内では細胞老化を介して特徴的な微小環境が形成
される中で免疫細胞が誘導され、腫瘍細胞が分泌するコルチゾールそのものが重要
な役割を果たしている可能性を示した。しかし本研究にはいくつかの限界が存在し
ていることは否定できない。第一に、本研究は機能性副腎皮質腺腫の腫瘍微小環境
について産生ホルモンの違いによりどのような差異があるかを検討することを意
図したものであり、結果的に CPA の微小環境の形成にはコルチゾールが大きく影
響している可能性を指摘したが、その結論を導く対象としてアルドステロンという
別のホルモン過剰状態である APA を用いるというのは果たして適切であるのか
という点である。単純にコルチゾールの影響を示すのであれば、内分泌学的に異常
のない非機能性腺腫を対象とするのがわかりやすいと考えられる。しかし、非機能
性腺腫が外科的に切除されるのは、画像診断により悪性が疑われる場合のみであり、
症例は非常に限られる。すなわち、切除された非機能性腺腫は画像上悪性を疑うよ
うな内部不均一であることを反映して、広範な出血や壊死を伴っている場合が大半
であり、病理組織学的検査に適さなかったり、変性の影響を無視できないことが多
い。このような事情から、今回は非機能性腺腫との比較は行わなかったが、CPA と 
APA の比較ではモデルとして限界があることは確かである。第二に、グルココルチ
コイドレセプター (glucocorticoid receptor: GR) についての検討が行われていない点
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があげられる。既報告では、コルチゾールによる DNA 障害は GR を介して生じ
ること 23, 24)が示されている。副腎皮質腺腫内の GR の発現については Boyle らが
報告しており、CPA では GRα と GRβ の mRNA およびタンパクの発現が確認
されている 38)。本研究では、この報告をもって CPA の腫瘍細胞では GR が発現し
ているものとして考察を進めた。第三に、血中コルチゾール濃度と血管新生作用を
有するケモカイン発現、血管密度との相関関係の考察についてである。今回臨床所
見として参照した血中コルチゾール濃度は臨床経過の中の 1 点で測定された値で
あり、日内変動や性別、年齢については考慮していない。真に生体内で起こってい
ることを理解するには、これらの因子も同時に検討した上でその相互関係について
考察すべきであり、今後の検討課題の一つであると考えられた。 
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7 結論 
	 私の今回の研究では、腫瘍微小環境の構成要素のうちで重要な免疫機構に対して
影響を与えるステロイドホルモンを産生する機能性副腎皮質腺腫の微小環境につ
いて初めて解明することができた。その結果、CPA の腫瘍細胞自身が産生・分泌す
るコルチゾールそのものが細胞老化を介して CPA の特徴的な微小環境形成に関
わるという可能性を明らかにした。従来副腎皮質腺腫に代表される機能性内分泌腫
瘍では、産生されているホルモンが腫瘍自身に与える効果はほとんど検討されてこ
なかった。しかし、本研究でホルモンそのものが腫瘍の微小環境に大きな影響を与
えていることが初めて示され、今後の機能性内分泌腫瘍の研究を行う際に重要な知
見を提示することができたと考える。また、今回の検討により、腫瘍内の免疫細胞
浸潤が APA と CPA の病理組織学的診断を行う際の診断の補助として有用な所見
であることも示した。 
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9 図の説明 
図 1 腫瘍内免疫細胞浸潤の評価 
	 A: APA の腫瘍組織内では、免疫細胞浸潤はほとんど認められなかった (H&E、
×40)。B: CPA では、多数の免疫細胞浸潤が認められた (H&E、×40、矢頭)。C: 腫
瘍面積に対する免疫細胞浸潤の面積が占める割合は APA と比較して CPA で有意
に高かった (P < .0001)。 
 
図 2 CPA 内に浸潤する免疫細胞の特徴 
A: 浸潤する細胞は単核球が主体で、好中球や形質細胞はほとんど見出されなかっ
た (H&E、×400)。B-G: CD20 (B、×400)、CD3 (C、×400)、CD68 (D、×400)、CD4 (E、
×400)、CD8 (F、×400)、Foxp3  (G、×400、矢頭に陽性細胞を示す) の染色像を示す。
F: 免疫組織化学による各陽性細胞数のまとめ。 
 
図 3 PCR array 解析 
	 PCR array の結果を散布図で示す。左上は CPA で発現上昇していた mRNA (黄
色)、右下は CPA で発現低下していた mRNA (青色) にあたる。破線は 2 倍の発現
量の違いを示している。CXCL1、CXCL2、CXCL5 は有意差をもって CPA で高発
 37 
現しており、CXCL12 は、有意差はないものの、CPA で相対的に高発現していた。 
 
図 4 CXCL1 と CXCL2 の発現解析 
A: CXCL1 の mRNA、B: CXCL2 の mRNA の発現量の比較。いずれも CPA で有
意に高発現していた。C-F: CXCL1 (C、D、×200) と CXCL2 (E、F、×200) の免疫
染色の結果。APA ではほとんど陰性であるが (C、E)、CPA では部分的あるいは
びまん性の陽性像を示した (D、F)。G、H: CXCL1 と CXCL2 の H-scores は APA 
に比して CPA で有意に高値であった 。 
 
図 5 腫瘍内の微小血管の評価 
A: CD31 の免疫染色 (×40)。血管内皮細胞に陽性を示す。B、C: CD31 陽性面積割
合の比較。 APA と CPA で有意差は認められなかったが (B)、顕性クッシング症
候群を示す CPA 症例では、サブクリニカルクッシング症候群症例や APA 症例と
比較して有意に高かった (C)。 
 
図 6 CXCL12 とそのレセプターである CXCR4 の発現解析 
A: 免疫組織化学による検討では、CXCL12 は腫瘍内の血管に限局していた 
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(×40)。B、C: CXCL12 陽性面積は APA と比較して CPA で有意に大きく (B)、腫
瘍内の免疫細胞浸潤の面積と有意に相関していた (C)。D: CXCR4 は免疫組織化
学的に、リンパ球に陽性を示した (×400)。E: CPA 内に浸潤する免疫細胞の免疫染
色による陽性細胞数のまとめ。CXCR4 陽性リンパ球は CPA 内に浸潤する免疫細
胞の約 40% に相当し、浸潤する T 細胞と同程度の数であった。 
 
図 7 細胞老化マーカーの評価 
A: p16 は細胞質と核に陽性を示した (×400)。B: p21 は核にのみ陽性であった  
(×400)。C: p21 および p16 の標識率は APA と比して CPA で有意に高率であった。
D: CPA の腫瘍細胞では、細胞質内に茶色の色素顆粒であるリポフスチンの含有が
認められた (×400、矢頭)。 
 
図 8 SA-β-gal 染色 
SA-β-gal 染色では、APA の多くは陰性で、1 例で中等度の陽性像が部分的に認め
られた一方、CPA では全例で中等度から高度の陽性像が認められた (いずれも 
×100)。 
 
 39 
図 9 CPA の微小環境についての仮説 
まず、腫瘍内の過剰のコルチゾールにより腫瘍細胞自身に DNA 障害と細胞老化
が誘導される。その結果、SASP として腫瘍細胞から CXCL1 と CXCL2 が分泌さ
れ、CXCL12 陽性血管を含む血管新生が生じる。また、コルチゾールによりリンパ
球上に CXCR4 の発現が誘導され、CXCL12-CXCR4 シグナルにより CPA 内に免
疫細胞が誘導されるのではないかと考えられる。 
 
図 10 細胞老化の誘導メカニズムおよび SASP 
	 酸化ストレスやテロメアの機能異常、DNA 障害、がん遺伝子の活性化などの、
様々な有害な刺激により、p53 が安定化し、その標的遺伝子である p21 の発現が
誘導される。また、p53 とは異なる経路で p16 が発現誘導される。発現誘導された 
p21 と p16 が協調して、CDK を不活化し、その結果、RB タンパクを恒常的に活
性化させ、不可逆的な細胞増殖停止を引き起こす。老化細胞は炎症促進性の因子を
産生、分泌し (SASP)、老化状態を維持したり、周囲の細胞に老化を誘導したり、老
化細胞自体を除去するために免疫細胞を引き寄せるなど、周囲の微小環境に影響を
与える。 
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10 図 
図 1 腫瘍内免疫細胞浸潤の評価 
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図 2 CPA 内に浸潤する免疫細胞の特徴 
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図 3 PCR array 解析 
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図 4 CXCL1 と CXCL2 の発現解析 
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図 5 腫瘍内の微小血管の評価 
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図 6 CXCL12 とそのレセプターである CXCR4 の発現解析 
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図 7 細胞老化マーカーの評価 
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図 8 SA-β-gal 染色 
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図 9 CPA の微小環境についての仮説 
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図 10 細胞老化の誘導メカニズムおよび SASP  
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11 表 
 
表 1. 臨床病理学的特徴 
 CPA (n = 21) 
APA (n = 13) 
 顕性 CS (n = 13) SCS (n = 8) 
手術時年齢 51.6 ± 4.2 53.8 ± 4.3 56.8 ± 3.5 
女性 (%) 10/13 (76.9) 4/8 (50.0) 6/13 (46.2) 
腫瘍径 (mm) 28.0 ± 1.5 26.6 ± 3.1 20.6 ± 2.8 
血中コルチゾール濃度 (µg /dL) 21.7 ± 2.7 12.3 ± 1.5 12.9 ± 1.5 
1 mg DST 後の血中コルチゾール濃度 (µg/dL) 18.9 ± 3.5 (n = 10) 10.2 ± 2.2 1.8 ± 0.3 
8 mg DST 後の血中コルチゾール濃度 (µg/dL) 19.2 ± 1.9 (n = 11) 9.1 ± 2.1 (n = 7) 1.8 ± 0.3 (n = 3) 
血漿アルドステロン濃度 (ng/dL) 6.6 ± 1.0 12.8 ± 4.0 64.3 ± 18.9 
血漿レニン活性 (ng/mL/h) 1.5 ± 0.6 1.1 ± 0.4 0.2 ± 0.1 
全ての値は平均 ± 標準誤差で示している。   
略語 : CPA, cortisol-producing adenoma, コルチゾール産生腺腫 ; APA, aldosterone-
producing adenoma, アルドステロン産生腺腫; CS, Cushing syndrome, クッシング症候
群 ; SCS, Subclinical Cushing syndrome, サブクリニカルクッシング症候群 ; DST, 
Dexamethasone suppression test, デキサメタゾン抑制試験. 
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表 2. 免疫組織化学的解析に使用した一次抗体  
抗体名 動物種 クローン名 希釈倍率 抗原賦活 入手源 陽性コントロール 
CD20 
Mouse 
monoclonal 
L26 1:1000 None DAKO (CA, USA) 扁桃、B 細胞 
CD3 
Mouse 
monoclonal 
F7.2.38 1:500 Autoclave (pH 6) DAKO 扁桃、T 細胞 
CD4 
Mouse 
monoclonal 
1F6 1:30 Autoclave (pH 6) Leica (HE, GER) 扁桃、T 細胞 
CD8 
Mouse 
monoclonal 
C8/144B 1:50 Autoclave (pH 6) DAKO  扁桃、T 細胞 
CD68 
Mouse 
monoclonal 
PG-M1 1:100 Trypsin (pH 7.6) DAKO  扁桃、組織球 
Foxp3 
Mouse 
monoclonal 
236A/E7 1:100 Autoclave (pH 6) Abcam (MA, USA) 扁桃、制御性 T 細胞 
CXCL1 
Mouse 
monoclonal 
20326 1:25 Autoclave (pH 6) R&D systems (MN, USA) 乳癌 
CXCL2 
Goat 
polyclonal 
 1:100 Autoclave (pH 6) 
Santa Cruz Biotechnology 
(TX, USA) 
肝 
CD31 
Mouse 
monoclonal 
JC70A 1:100 Autoclave (pH 6) DAKO 血管内皮細胞 
CXCL12 
Mouse 
monoclonal 
79018 1:400 Autoclave(pH6) R&D systems 
扁桃の陰窩上皮、血管内皮
細胞 
CXCR4 
Mouse 
monoclonal 
44716 1:200 Microwave(pH6) R&D systems 扁桃 
p16 
Mouse 
monoclonal 
G175-1239 1:100 Autoclave (pH 6) 
BD pharmingen  
(CA, USA) 
子宮頸癌 
p21 
Mouse 
monoclonal 
6B6 1:200 Autoclave (pH 6) BD pharmingen 大腸癌 
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表 3. PCR array 解析の結果 
 
CPA で高発現していた遺伝子群 
Gene Fold change p value Description 
CXCL1 34.34 0.005172 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1  
CXCL2 10.94 0.021486 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 
CXCL5 5.40 0.029177 Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 
CCR4 5.41 0.078135 Chemokine (C-C motif) receptor 4 
CXCR2 2.34 0.084362 Chemokine (C-X-C motif) receptor 2 
CCL21 29.10 0.104241 Chemokine (C-C motif) ligand 21 
CCL20 2.87 0.105981 Chemokine (C-C motif) ligand 20 
EGF 2.59 0.123704 Epidermal growth factor 
ACKR3 6.33 0.165056 Chemokine (C-X-C motif) receptor 7 
CXCL12 3.88 0.190820 Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 
 
CPA で低発現していた遺伝子群 
Gene Fold change p value Description 
GBP1 -2.57 0.007083 Guanylate binding protein 1, interferon-inducible 
TLR3 -2.29 0.008110 Toll-like receptor 3 
STAT1 -2.49 0.010731 Signal transducer and activator of transcription 1, 91 kDa 
TNFSF10 -9.01 0.011199 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 
IFNG -6.51 0.014796 Interferon, gamma 
TLR4 -3.50 0.06558 Toll-like receptor 4 
IL1B -4.19 0.144334 Interleukin 1, beta 
IL13 -3.29 0.147484 Interleukin 13 
EGFR -2.51 0.148047 Epidermal growth factor receptor 
KITLG -2.94 0.152911 KIT ligand 
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